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RESUMO

Introducéo: Streptococcus pneumoniae € um dos agentes etioldégicos mais importantes que
causam infeccBes no trato respiratério, devido a sua alta incidéncia, elevada mortalidade e
morbidade. E capaz de causar pneumonia, otite, sinusite, meningite e septicemia, afetando
individuos de todas as idades; porém, sua incidéncia maior é relatada em crian¢as menores de
dois anos, idosos acima de 65 anos e individuos imunodeprimidos. O elevado custo e/ou
cobertura limitada das vacinas atuais reforcam a necessidade de se desenvolver uma vacina mais
abrangente e acessivel para a populacdo. A proteina de superficie de pneumococo A (PspA) é
imunogénica e protetora em modelos animais, tendo sido inclusive utilizada com sucesso em
ensaio clinico de fase 1 em humanos. A lactoferrina € uma proteina multifuncional presente no
leite humano, na saliva, lagrimas, sémen e secrecdes mucosas, que tem grande potencial
antimicrobiano e bacteriostatico, sendo encontrada na forma livre de ferro (apo-lactoferrina,
ALF) ou associada (holo-lactoferrina, HLF). S. pneumoniae é capaz de ligar-se a lactoferrina
humana, e o receptor bacteriano responsavel pela ligacdo seria a proteina PspA. Dessa forma, €
possivel inferir que a resposta imune contra PspA poderia interferir em sua interacdo com ALF,
durante as fases iniciais da infec¢do. Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo estudar o
papel da PspA e anticorpos anti-PSpA na interacdo entre S. pneumoniae e lactoferrina humana in
vitro. Metodologia: fragmentos recombinantes contendo a por¢do N-terminal de PspAs de
diferentes clados e familias foram utilizados na imunizacdo de camundongos, e a producdo de
anticorpos foi avaliada por ELISA. Foi avaliado o efeito dos anticorpos na acgdo litica da ALF
sobre S. pneumonioae. Resultados: Verificou-se uma maior reatividade cruzada dos anticorpos
com PspAs da mesma familia. Esse efeito também foi observado no soro de animais imunizados
com MBpro; embora esta construcdo inclua uma regido mais conservada de PspA, ndo houve
reconhecimento da PspA de familia 2. Diferentes isolados de pneumococo apresentaram graus de
susceptibilidade varidveis a acdo litica da lactoferrina in vitro, sendo que esta variacdo nao se
correlacionou com o tipo de PspA ou de polissacarideo capsular da bactéria. Por fim, a adi¢do de
anticorpos anti-PspA foi capaz de aumentar os efeitos liticos de ALF sobre um isolado de
pneumococo, mas ndo sobre o outro. Diferentemente do observado nos ensaios de ELISA, os
anticorpos anti-PspA apresentaram capacidade de aumentar a acdo bactericida da ALF

independente do grau de homologia entre a PspA indutora dos anticorpos e aquela presente na
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superficie do pneumococo. Conclusdo: Os resultados deste trabalho sugerem que a capacidade
dos anticorpos anti-PspA em aumentar a acdo litica da lactoferrina sobre pneumococos depende
do isolado bacteriano utilizado, e parece ser devida a uma regido da molécula compartilhada entre
PspAs de diferentes familias.

Palavras-Chave: S. pneumoniae. Lactoferrina. PspA. Proteinas recombinantes.
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ABSTRACT

Introduction: Streptococcus pneumoniae is among the most important etiologic agents in
respiratory tract infections, with high incidence and elevated mortality and morbidity rates. It can
cause pneumonia, otitis, sinusitis, meningitis and septicemia, affecting individuals of all ages, but
more particularly children younger than 2 years, elderly over 65 years and immunocompromised
individuals. The high cost and limited coverage of the conjugate vaccine underscore the need for
developing a vaccine that is more inclusive and cost accessible. The pneumococcal surface
protein A (PspA) is immunogenic and protective in animal models, and has been successfully
used in phase 1 clinical trial in humans. Lactoferrin is a multifunctional protein present in human
milk, spittle, tears, semen and mucus secretions, which has great antimicrobial and bacteriostatic
potential, being found in two forms, free (apo-lactoferrin, ALF) or associated with iron (holo -
lactoferrin, HLF). S. pneumoniae is able to bind to human lactoferrin, and the bacterial receptor
responsible for binding is PspA. Thus, it is reseanoble to suggest that the immune response
against PspA could interefere on its interaction with ALF, during the initial phases of infection.
Objective: The present work aimed at studying the role of PspA and anti-PspA antibodies on the
interaction between S. pneumoniae and lactoferrina in vitro. Method: Recombinant fragments
including the N-terminal portion of PspAs from different clades and families were used in the
immunization of mice, and the production of antibodies was measured by ELISA. The effect of
antibodies on the lytic properties of ALF over S. pneumonioae was evaluated in vitro. Results: A
higher cross-reactivity was observed among PspAs of the same family, even when MBpro,
encoding a more conserved region of the molecule, was used. Different pneumococcal isolates
exhibited variable degrees of susceptibility to the lytic effects of lactoferrin in vitro, and this
variation did not correlate with the bacterial serotype or PspA type. Finally, the addition of anti-
PspA antibodies was able to increase ALF activity over one S. pneumoniae isolate, but not on a
different strain. In contrast with the ELISA results, anti-PspA antibodies presented an ability to
increase lactoferrin action independently of the sequence homology between the molecule used to
induce the production of the antibodies and that present on the bacterial surface. Conclusion: The
present results suggest that the ability of anti-PspA antibodies in increasing lactoferrin’s lytic
activity depends on the bacterial strain that is used, and seems to be due to a conserved sequence,

shared by PspAs of different families.
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1. INTRODUCAO

1.1 Streptococcus pneumoniae: caracteristicas gerais e aspectos epidemiologicos

Identificado por Sternberg e Pasteur em 1881, Streptococcus pneumoniae esta entre 0s
agentes etiologicos mais importantes das infecgdes do trato respiratério e causa doencas com alta
incidéncia de mortalidade e morbidade, como pneumonia, otite, sinusite, meningite e septicemia
(Mariott e Dockrell, 2006). Afeta individuos de todas as idades, entretanto tem sua incidéncia
maior relatada em criangcas menores de dois anos, idosos acima de 65 anos e individuos
imunodeprimidos, sendo responsavel por mais de um milhdo de 6bitos anualmente (Kadioglu et
al., 2008; Malley, 2010). A maioria dos dbitos por doenca pneumococica ocorre em criangas
menores de cinco anos que residem em paises em desenvolvimento, entretanto, mesmo em paises
industrializados, a letalidade associada as doencas invasivas causadas pelo S. pneumoniae é
maior que do que 25% (Brandileone et al., 2003).

Embora individuos jovens e previamente tratados com antibiéticos apropriados raramente
morram devido as doencas pneumocaocicas, a morbidade causada pelo S. pneumoniae é alta em
todas as faixas etarias, principalmente devido a elevada prevaléncia de otite e sinusite (Bricks,
2000). Em criangas, entretanto, a mortalidade por doencas pneumocdcicas é bastante elevada
(OMS, 2007); no Brasil, o pneumococo tem sido relatado como a principal causa de infec¢des em
neonatos e em crian¢as até dois anos de idade, sendo responsavel por 45% das pneumonias
comunitarias; 27% dos casos de pneumonia em criangas nos paises em desenvolvimento e por
70% dos casos de doengas invasivas em menores de dois anos de idade (Ministério da Salde,
2009a).

Estudos realizados pela Sociedade Brasileira de Imunizacao (2008) mostraram que a idade
é o principal fator de risco no desenvolvimento da doenca pneumocdcica invasiva, sendo que
individuos menores de dois anos e 0s maiores de 60 anos de idade representam 0s grupos de
pacientes nos quais as doengas invasivas ocorrem com mais freqiiéncia e gravidade. Entretanto €
importante ressaltar que outros fatores atuam como facilitadores da doenga, tais como desmame
precoce; poluicdo ambiental; tabagismo e baixo nivel sécio-econémico (Franco, 2009).

As elevadas taxas de letalidade das infeccGes pneumocdcicas estdo aliadas ao surgimento

e a disseminacdo de cepas resistentes aos antibidticos, fato este que faz com que as pesquisas
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sobre novas vacinas para prevencao das infeccdes por S. pneumoniae sejam consideradas uma
prioridade no mundo todo (Centers for Disease Control e Prevention, 2000; Carmo, 2010; Braido
et al.,, 2008). Os pneumococos sdo bactérias extracelulares recobertas por uma capsula
porlissacaridica espessa (Figura 01). A cépsula apresenta estrutura quimica variavel e possui
importancia diagnostica, ja que diferentes sorotipos conferem variados graus de patogenicidade, e
sua distribuicdo mundial ndo é homogénea (Einsfeldt, 2010). A sorotipagem da cépsula segue-se
ao diagndstico laboratorial da bactéria, que é realizado através da coloracdo de Gram de
esfregacos provenientes do muco nasal (trata-se de um organismo gram-positivo, com arranjo em
forma de diplococos). Os diferentes tipos capsulares séo identificados através da reacdo com
anticorpos especificos, em um processo conhecido como reagdo de Quellung (Yother, 2004). A
tipagem soroldgica contribui para o rastreamento epidemioldgico das infeccdes pneumocacicas,
evidenciando variagGes geograficas e/ou temporais na prevaléncia de diferentes sorotipos;
situacéo esta fundamental para o desenvolvimento de vacinas (Kaijalainenet al., 2008).

Figura 1. Aspectos morfoldgicos do Streptococcus pneumoniae. (A)
Fotomicrografia de uma cultura de S. pneumoniae apds coloracdo de
Gram, aumento de 400x. (B) Microscopia éptica de S. pneumoniae; (C)
Imagem microscopica eletronica de varredura. Adaptado de Darrieux
(2007) e Kaijalainen et al., (2008).

A prevaléncia de sorotipos varia entre diferentes paises e grupos etarios. Mantese et al.,
(2003) aponta em um contexto generalista, que 0s sorotipos que apresentam maior incidéncia de
infeccbes pneumocdcicas em adultos sédo 14, 3, 9V, 19A, 1, 23F e 7, enquanto em criangas

prevalecem os sorotipos 1, 5, 6B, 14, 19F, 7, 9V, 12, 23F.
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Segundo Hausdorff et al., (2000) os sorotipos 1 e 5, raramente encontrados nos EUA e
Canada, sdo freqiientes nos paises latino-americanos e em outros paises como lIsrael, Africa do
Sul e India. Confirmando estes dados, no Brasil, entre 1977-2000, os sorotipos freqiientemente
identificados foram 1, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19F e 23F, sendo 76,5% das cepas isoladas em
criancas menores de 5 anos de idade com meningite (Brandileone et al., 2003).

Variacdes na estrutura da capsula também influenciam na susceptibilidade da bactérias
aos agentes antimicrobianos. Um estudo brasileiro de 2006 aponta os sorotipos ja descritos como
0s principais relacionados a resisténcia a penicilina, porém em ordem diferente; neste estudo, 0s
sorotipos 14 e 6B foram os principais associados com a resisténcia a este antibiético (Brandileone
et al., 2006). Os sorotipos 6A, 9V, 14, 19F, 19A e 23 F também estdo frequentemente associados
a resisténcia antimicrobiana devido a sua facilidade em adquirir os genes de resisténcia e
incorpora-los em seu cromossomo pelo processo de transformacao genética (Lifiares et al.,2010).

Abaixo da cépsula polissacaridica, encontra-se a parede celular, que é composta por
peptoglicano, &cido teicdico (TA) e fosforilcolina (PCho). A fosforilcolina atua no ancoramento
de um grupo de proteinas pneumocdcicas; as proteinas ligantes de colina (CBP), que constituem
um importante grupo de fatores de viruléncia bacterianos, e também funciona como adesina no
reconhecimento do receptor do fator de ativacdo plaquetaria (rPAF) das células do hospedeiro
(Bergmann; Hammeschmidt, 2006). Mais internamente esta a membrana plasmaética, a qual estdo
aderidas algumas proteinas importantes nas fases iniciais da infeccdo pneumocdcica, como a
adesina de superficie de pneumococo A (PsaA) (Einsfeldt, 2010).

Com relagdo ao metabolismo, acredita-se que, sob condi¢Bes anaerdbias, S. pneumoniae
seja dependente da fermentacdo homolatica para obtencdo da energia necessaria para 0
crescimento, onde a glicose é metabolizada a piruvato e o lactato € o produto final do
metabolismo. Entretanto, na presenca de oxigénio, o piruvato é convertido a acetato, sendo que o
acetil-fosfato € um intermediario capaz de fosforilar ADP gerando ATP pela acdo da enzima
acetato quinase (AK). Consequentemente ha formacéo de perdxido de hidrogénio (H202), CO2 e
acetil-fosfato a partir de piruvato, ortofosfato e O2 (Taine et al., 2008). A analise do genoma
sugere que 0 pneumococo apresenta vias metabolicas para catabolismo de pentatiois, bem como
para celobiose, frutose, galactose, galactitol, glicose, glicerol, lactose, manitol, manose, rafinose,

sacarose, trealose e maltossacarideos (Taine et al., 2008).



1.2 Patogénese das infec¢Bes pneumocacicas

O processo de patogénese por S. pneumoniae é sempre precedido pela colonizacdo
assintomatica da nasofaringe (Figura 02), que pode resultar em infeccdo pela invasdo de sitios
estéreis, como os bronquios e pulmdes, ouvido médio, sangue, e meninges. E também neste
estagio de colonizacdo que ocorre a transmissdo da bactéria na populacdo, através de contato

direto com secrecdes de individuos colonizados (Kaijalainenet al., 2008).

Figura 2. Histéria Natural das Infecgbes de Transmissdo
Respiratéria. Adaptado da Sociedade Brasileira de Imunizagdes
(2008).

As taxas de colonizagdo das vias aéreas superiores variam de acordo com a faixa etéria,
raca, estado imunologico, regido geogréfica e exposicdo a bactéria (Bricks, 2000). A colonizacao
pelo pneumococo € comum em criangas a partir de seis meses de idade e idosos, sendo menos
fregliente em adultos (Hausdorff et al., 2000). Grande parte de individuos sdo colonizados por S.
pneumoniae durante o primeiro ano de vida, sendo que um Unico individuo pode ter até 4
sorotipos diferentes ao mesmo tempo, durante meses. A aderéncia dos pneumococos as células
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epiteliais humanas ocorre pela ligacdo de proteinas de superficie bacteriana a carboidratos da
superficie de células eucarioticas (Bogaerd et al, 2004).

Ap0s colonizar as mucosas, 0 S. pneumoniae pode passar diretamente para o pulmao ou se
disseminar por via hematogénica, como nos casos de septicemia e meningite (Brickset al., 2000).
Neste caso, as bactérias atingem a corrente sanguinea através de tecido pulmonar lesionado, ou
diretamente por via linfatica (Einsfeldt, 2010). Quando comparada as elevadas taxas de
colonizacdo das vias aéreas superiores, a incidéncia de doencas invasivas por pneumococo é
relativamente baixa. Isso se deve a diversos fatores, de ordem imunoldgica ou ndo, que
contribuem para a defesa contra as infec¢des bacterianas (Bergmann e Hammerschimidt, 2006).

A integridade da mucosa respiratoria, a presenca de IgA secretora e lisozima nas vias
aéreas e o reflexo de tosse impedem a invasdo das cavidades do ouvido médio, seios da face e
vias aéreas inferiores, enquanto a barreira hematoliquorica dificulta a penetracdo do S.
pneumoniae no sistema nervoso central. Quando ocorre supressdo dessas defesas naturais, é
fundamental a interacdo entre imunidade celular e humoral, que dependem do nimero e funcao
normal dos leucdcitos, da adequada producédo de anticorpos, além da presenca de complemento e
outros fatores do soro, que facilitam a opsonizacao, fagocitose e destruicdo do pneumococo
(Bricks al., 2000).

A fagocitose do S. pneumoniae s € eficiente ap6s sua opsonizacdo por anticorpos de
classe IgG, processo no qual o bago desempenha dupla funcéo, a producdo de anticorpos e
remocdo de bactérias incompletamente opsonizadas da circulacdo; assim, a asplenia acarreta risco
elevado de infeccdo por S. pneumoniae e outras bactérias encapsuladas, como meningococo
(Hausdorff et al., 2000).

Outros fatores como habito de fumar, cirrose, aspetos nutricionais inadequados, AIDS e
deficiéncias congénitas envolvendo imunoglobulina ou componentes do sistema complemento
aumentam o risco de desenvolvimento de infecgdes pneumocaocicas (Bogaert et al., 2004).

Na presenca de uma ou mais condicBes favoraveis, 0s pneumococos ganham acesso ao
pulméo por aspiragdo (Figura 02), onde aderem as células alveolares e, devido a fagocitose
ineficiente, multiplicam-se nos alvéolos e liberam citocinas no fluido bronqueoalveolar,

comprometendo assim o parénquima pulmonar com um processo inflamatorio intenso.



1.3 Fatores de viruléncia e vacinas

Segundo Einsfeldt (2010), pode-se considerar como fatores de viruléncia componentes
celulares que agem na invasdo, aderéncia e coloniza¢do ou que sdo capazes de provocar uma
resposta inflamatdria no organismo hospedeiro. Embora o pneumococo possua uma ampla gama
de fatores de viruléncia, neste estudo foi abordados apenas a capsula polissacaridica e proteina de
superficie de pneumococo A.

A céapsula polissacaridica, que possui em torno de 200 a 400 nm de espessura, € a
principal responsavel pela viruléncia do S. pneumoniae, inibindo a fagocitose da bactéria pelos
leucécitos polimorfonucleares (Barocchi et al., 2007). A céapsula apresenta outros papéis
importantes como a prevencdo da lise mediada pelo complemento; inibicdo da aderéncia as
células do hospedeiro e também encobre a parede celular, reduzindo o processo inflamatorio
(Ventura et al., 2006). As propriedades antifagocitarias da cépsula proporcionam resisténcia a
autolise espontdnea ou induzida por antibioticos, contribuindo assim para a tolerdncia das
bactérias a antibidticos (Bogaert et al., 2004).

Os polissacarideos capsulares (PS) sdo imunogénicos e anticorpos antipolissacarides
conferem protecdo sorotipo-especifico a doengca pneumocdcica, devido a seu efeito opsonizante.
Em geral, no individuo saudavel com mais de dois anos de idade a doenga pneumococica € pouco
freqlente, gracas a imunidade adquirida pela producdo de anticorpos antipolissacarideos,
induzidos durante a colonizacdo prévia da nasofaringe (Kadioglu et al., 2008; Barocchi et al.,
2007).

Devido a sua elevada imunogenicidade e contribuicdo para a viruléncia da bactéria, o0s
polissacarideos capsulares sdo a base das formulacBGes vacinais atualmente em uso contra
pneumococos. Atualmente existem dois tipos de vacinas contra S. pneumoniae disponiveis no
mercado, conhecidas como vacinas polissacaridicas e vacinas conjugadas, sendo que ambas
utilizam como antigenos os polissacarideos capsulares. A vacina polissacaridica é composta por
23 polissacarideos capsulares purificados de diferentes sorotipos de S. pneumoniae (sorotipos 1,
2,3,4,5,6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F)
(Braido et al., 2008; Pletz et al., 2008). Esta vacina é eficaz em adultos e criancas maiores de dois

anos, no entanto, tem baixa eficacia em imunocomprometidos, idosos e criancas com menos de



dois anos, devido a auséncia de linfocitos B maduros que induzem uma melhor resposta contra
carboidratos (Bogaert et al., 2004; Garcia-Suarez et al., 2006; Pletz et al., 2008).

As vacina conjugadas contém polissacarideos quimicamente fusionados a proteinas
carreadoras ndo-pneumocaocicas, como toxoides. Em 2000, foi licenciada uma formulacéo
heptavalente (PCV-7), composta por polissacarideos capsulares de 7 sorotipos (4, 6B, 9V, 14,
18C, 19F, 23F), prevalentes como causa de infec¢Oes invasivas (Pletz et al., 2008). Os
polissacaridios presentes sdo conjugados ao toxoide diftérico CRM 197 (detoxificado
geneticamente) (Braido et al., 2008). Esta vacina tem se mostrado eficaz em criangas, no entanto,
ela possui cobertura limitada de sorotipos e custo elevado, fato este que muitas vezes inviabiliza
seu comercio no programa nacional de vacinacdo em paises em desenvolvimento (Bogaert et al.,
2004; Barocchi et al., 2007). A vacina 10 valente, desenvolvida pela empresa GlaxoSmithKline
Biologicals (GSK), apresenta mais 3 sorotipos (1, 5 e 7F) alem daqueles presentes na PCV-7.
Esta vacina possui 8 polissacarideos capsulares conjugados com a proteina D de H. influenzae
(Wysocki et al., 2009). Através de acordo de transferéncia de tecnologia entre o Ministério da
Saude brasileiro e a empresa GSK, a vacina 10-valente passou a fazer parte do Calendario Basico
de Vacinacdo do Programa Nacional de Imunizagédo (PNI) a partir de marco de 2011 (Ministério
da Saude, 2010c,d). A vacina 13-valente, desenvolvida pela empresa Wyeth inclui, além dos 7
sorotipos presentes na PCV-7, os sorotipos 1, 3, 5, 6A, 7F e 19A. Os polissacaridios presentes
nesta vacina também sdo conjugados ao toxoide diftérico CRM 197 (detoxificado
geneticamente). E estimado que esta vacina aumente a cobertura das doencas pneumocacicas
invasivas em 89% na Europa, 92% nos Estados Unidos e Canada, 86% na Oceania, 87% na
Africa e América Latina e 73% na Asia (Grimprel, 2009).

A despeito dos crescentes avan¢os no desenvolvimento de vacinas conjugadas, a busac
por alternativas com custo reduzido e ampla cobertura persiste. Neste contexto, as proteinas de
superficie representam alternativas vacinais promissoras, capazes de induzir respostas imunes
fortes e de ampla cobertura (Jedrzejas, 2001b; Bogaert et al., 2004; Garcia-Suarez et al., 2006;
Ogunniyi et al., 2007; Barocchi et al., 2007).

A superficie do pneumococo é decorada por proteinas que desempenham papel
fundamental na viruléncia deste microrganismo, como pneumolisina, neuraminidase, PsaA, PspC
e PspA (Garcia-Suarez et al., 2006). Destas, a Proteina de superficie de Pneumococo A (PspA)

tem mostrado resultados promissores em diversos modelos animais (Briles et al., 2000a; Garcia-
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Suérez et al., 2006), tendo sido inclusive utilizada com sucesso em um ensaio clinico de fase 1
em humanos (Briles et al., 2000b).

PspA é um fator de viruléncia exposto, sorologicamente variavel e presente em todos
isolados de pneumococo, com uma massa molecular que pode variar entre 67 e 99 KDa (Briles et
al., 2000; Yother e White, 1994). A proteina madura é composta por 4 regides: uma porcdo N-
terminal rica em a-hélices e com carga negativa, uma regido rica em residuos de prolina, um
dominio de ligacdo a colina e uma cauda C-terminal de 17-20 aminoacidos com carater
hidrofébico (Figura 3) (Yother e White, 1994).

A extremidade C-terminal é composta por 10 repetices de 20 aminoacidos conservados e
é responsavel por manter a proteina presa a superficie do pneumococo (Jedrzejas, 2001b). A
regido N-terminal inclui a maior parte dos epitopos imunogénicos da proteina, identificados
através de anticorpos monoclonais (McDaneil et al., 1994). Esta regido compreende a por¢éo
funcional de PspA, e sua estrutura negativa faz com que seja repelida pela capsula, projetando-se
para o exterior da bactéria (Briles et al., 2000; Gor et al., 2005; Bergmann et al., 2006) .
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Figura 3. PspA. (A) Diagrama esquematico de PspA e sua insercdo na
superficie de S. pneumoniae. (B) Modelo da molécula. (C) Esquema dos
dominios estruturais da PspA. Adaptado de Hollingshead et al., (2000) e
Darrieux (2007).

Em contraste com o elevado grau de conservacao da regido C-terminal entre os diferentes
isolados de pneumococo, a regido N-terminal da molécula apresenta elevada variabilidade
estrutural. Hollingshead et al., (2000) criaram um sistema de classificacdo de PspA, com base em
variacdes na regido B, que compreende a segunda metade da porcdo N-terminal (figura 3). Ao
analisar as sequiéncias génicas das PspAs extraidas de um grupo de 24 pneumococos foi detectada
uma estrutura com caracteristica mosaica altamente complexa. Seis grupos mutuamente distintos
em mais de 20% na regido B (também chamada de regido definidora de clado - CDR) foram

identificados, e definidos como clados 1 a 6. Os clados, por sua vez, foram agrupados em trés
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familias, sendo que a Familia 1 inclui clados 1 e 2, a Familia 2 inclui clados 3, 4 e 5 e a Familia 3
o clado 6, sendo essa Ultima a mais raramente encontrada (Ochs et al., 2008).

Proteinas dentro do mesmo clado apresentam uma similaridade maior ou igual a 90% na
regido B. As trés familias de PspA divergem uma da outra em mais de 45% nesta regido
(Hollingshead et al., 2000).

As diferentes PspAs apresentam graus de prevaléncia distintos, sendo as familias 1 e 2,
especialmente os clados 1 a 4 estdo presentes em cerca de 99% dos isolados clinicos de
pneumococo (Hollingshead et al., 2000; Brandileone et al., 2004).

A variabilidade estrutural de PspA implica em elevada variabilidade soroldgica,
justificada pela sua localizac&o de facil acesso para os anticorpos (Bogaert et al., 2004).

Diversos estudos sobre a reatividade cruzada dos anticorpos anti-PspA demonstraram uma
correlagédo direta entre a similaridade da seqliéncia de aminoécidos e o grau de reacdo cruzada
dos anticorpos (Miyaji et al., 2002; Tali, et al., 2006; Darrieux et al., 2007). No entanto, trabalhos
recentes sugerem que existe uma variagdo na capacidade de diferentes PspAs de induzir
anticorpos com reatividade cruzada. Assim, algumas moléculas seriam mais efetivas em induzir
anticorpos capazes de reconhecer PspAs distintas do que outras (Darrieux et al., 2008; Moreno et
al., 2010; Goulart et al., 2011).

A PspA influencia diretamente a interacdes do microrganismo com o hospedeiro por
interferir na ativacdo e deposi¢édo da fracdo C3b do complemento na superficie bacteriana; como
conseqiiéncia, a fagocitose mediada por esse fator opsonizante é prejudicada (Briles et al., 2003;
Payne et al., 2005; Kadioglu et al., 2008). Estudos posteriores demonstraram que PspA atua
como inibidor da ativacdo de complemento mediada por fator B in vivo, e como inibidor da
deposicdo de C3b e seu processamento in vitro (Ren et al., 2004). As propriedades anti-
complementares de PspA sdo imprescindiveis a sobrevivéncia do pneumococo apdés a invasdo de
sitios estéreis, como 0 pulmao e a corrente sanguinea, que estdo repletos de componentes do
sistema complemento.

Além dos efeitos protetores que PSpA exerce sobre o pneumococo na fase invasiva, foi
demonstrado que PspA interfere com componentes da mucosa, como a lactoferrina, sugerindo um

possivel efeito sobre a coloniza¢do (Hakansson et al., 2001; Shaper et al., 2004).

1.4 Lactoferrina
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A lactoferrina (LF) é uma glicoproteina de 80 kilo Daltons (kD), positivamente carregada,
pertencente a familia das transferrinas. Descoberta a mais de 60 anos, tem sido objetivo de
intenso estudo estrutural e funcional, desde que foi purificada a partir de leite, por apresentar
atividade antiinflamatéria, enzimatica e antimicrobiana contra um amplo espectro de bactérias,
fungos, leveduras, virus e parasitas multicelulares (ANEXO 1) (Gonzalez-Chavez et al., 2009;
Jenssen e Hancock, 2009; Baker e Baker, 2005; Velliyagounder et al., 2003).

Trata-se de uma proteina multifuncional presente no leite humano, na saliva, lagrimas,
sémen e secre¢des mucosas, que tem grande potencial antimicrobiano e bacteriostatico, além de
estar presente nos granulos secundarios de neutrofilos (Baker e Baker, 2009; Legrand; et al.,
2005; Vorland, 1999).

A lactoferrina € composta por uma cadeia polipeptidica simples dobrada em dois lobos
simétricos (N e C) altamente homologos, ligados por uma dobradica flexivel com conformacéo
de a-hélice entre os aminoacidos 333 e 343. A cadeia polipeptidica, com 703 amino&cidos no
total, inclui os aminoacidos 1-332 para o lobo N e 344-703 para o lobo C. Cada lobo é formado
por dois dominios, nos quais se insere um atomo de Ferro, em sinergia com o ion carbono (CO3?)
(Gonzalez-Chavez et al., 2009).

A porcdo N-terminal do lobo N sofre protedlise pela acdo de fatores do hospedeiro (como
pepsina) ou de proteases bacterianas (como PrtA de S. pneumoniae) — e libera peptideos ricos em
aminoacidos carregados positivamente e com alguns residuos de triptofano— chamados
lactoferricinas (LFN), capazes de desestabilizar membranas bacterianas carregadas

negativamente (Gifford et al., 2005), conforme demonstrado na figura 4-A.
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Figura 4. InteragOes entre lactoferrina e S. pneumoniae. O
lobo N da lactoferrina (ALF) sofre clivagem proteolitica,
gerando peptideos bactericidas conhecidos como lactoferricinas
(LFN). (A) Na auséncia de PspA, LFN insere-se na membrana
plasmética do pneumococo, desestabilizando-a. (B) Na presenca
de PspA, o acesso de ALF e LFN a membrana do pneumococo é
bloqueado, e a bactéria fica protegida. Adaptado de Ling e
Schryvers (2006).

As moléculas de lactoferrina podem existir em uma forma livre de ferro (apo-lactoferrina,
ALF) ou associada (holo-lactoferrina, HLF). E importante ressaltar que apo-lactoferrina tem uma
conformacao aberta, enquanto holo-lactoferrina é uma molécula fechada com maior resisténcia a
proteolise (Gonzalez-Chavez et al., 2009; Levay e Viljoen, 1995).

Apo-lactoferrina mostrou-se eficaz em inibir a multiplicacdo intracelular de Legionella
pneumophila em culturas celulares (Goldoni et al., 2000) e de bloquear o crescimento intracelular

de Mycobacterium tuberculosis em camundongos (Schaible et al., 2002).
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O espectro de acdo antimicrobiana da lactoferrina envolve diversos mecanismos,
tornando-a eficaz contra uma ampla gama de patégenos, incluindo fungos, virus e bactérias.

A atividade antimicrobiana da lactoferrina ocorre através de varios mecanismos: ligada ao
ferro, que € um elemento essencial para o crescimento microbiano, privando as células
bacterianas de sua utilizacdo; ligada a bactéria, promovendo a perda da integridade e morte da
célula bacteriana; estimulando a fagocitose por macréfagos e mondcitos; impedindo as bactérias
de se ligarem as vilosidades intestinais, tornando-as incapazes de colonizar e se multiplicar
(Baker e Baker, 2009).

Vérios mecanismos de acdo tém sido propostos para efeitos antivirais da lactoferrina,
sendo 0 mais aceito atualmente, a capacidade da lactoferrina de se ligar e bloguear os receptores
de glicosaminoglicanas virais, especialmente o sulfato de heparan, impedindo a infeccdo (Van
Der Strate et al., (2001).

Kirkpatrick et al., (1971) realizaram os primeiros estudos demonstrando a funcéo ainti-
fungica da lactoferrina contra Candida spp., onde foi relatada sua capacidade de sequiestrar Fe**.
Também foi observada alteracdo da permeabilidade da superficie celular de Candida Albicans, e
Candida krusei, como descrito para as bactérias (Bellamy et al.,1993; Takakura et al., 2003).
Mais recentemente Zarember et al., (2007) mostraram que o seqiiestro de Fe** por neutréfilos é
um mecanismo importante para a defesa do hospedeiro contra Aspergillus Fumigatus.

Van Der Strate et al. (2001) relataram em seus estudos que a lactoferrina também possui
atividade antiviral contra uma gama de virus RNA e DNA, que possue capacidade de infeccdo
tanto no homem como em animais. Estudos demonstraram que lactoferrina também possui acéo
contra virus ndo envelopados, tais como adenovirus e enterovirus; alem de apresentar forte
atividade contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), exercendo uma inibicdo da
replicacdo viral na célula hospedeira (Seganti et al., 2004; Viani et al., 1999).

Outros estudos demonstraram que a lactoferrina pode bloquear a vinculacéo do poliovirus
tipo 1, virus herpes simples tipo | e Il e citomegalovirus & célula hospedeira (Marchetti et
al.,1999; Hasegawa et al., 1994; Beljaars et al., 2004). Ja para o virus da hepatite C e rotavirus,
lactoferrina inibe a replicacdo viral na célula hospedeira (lkedai et al., 2000; Superti et al., 1997).

A lactoferrina é considerada um componente chave na primeira linha de defesa do
hospedeiro, devido a sua capacidade de responder a uma série de alteracbes fisioldgicas e

ambientais; exercer atividade bactericida, bacteriostatica, fungicida e anti-viral in vitro, em
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sinergismo ou ndo com outros componentes antibacterianos, como a lisozima e as
imunoglobulinas (Garofalo, 1999; Gonzalez-Chavez et al., 2009).

A atividade bacteriostatica da lactoferrina tem sido amplamente documentada in vitro e in
vivo para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A Tabela 01 mostra as bactérias contra
as quais lactoferrina demonstrou efeito inibitério, sendo que algumas das bactérias listadas sdo
classificadas como resistentes a antimicrobianos, como as cepas de Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e Klebsiella pneumoniae (Gonzalez-Chavez et al., 2009).

A funcdo bacteriostatica da lactoferrina atribui-se a sua capacidade de seqlestrar o ion
Fe**, limitando a utilizacdo deste nutriente por bactérias no local da infeccdo e inibindo o
crescimento destes microorganismos, bem como a expressdo de seus fatores de viruléncia,
ocorrendo assim interrupcdo do processo pelo qual a bactéria metaboliza carboidratos (Hernandez
e Serrano, 2005; Orsi, 2004).

Segundo Gonzalez-Chavez et al., (2009) a funcdo bactericida (Figura 5) tem sido

atribuida a interacdo direta com superficies bacterianas.
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Figura 5. Mecanismo de acdo bactericida da lactoferrina. (A) Gram-positivas:
lactoferrina liga-se a moléculas com carga negativa da membrana celular, tais como acido
lipoteicdico, neutralizando a carga da parede, permitindo a acdo de outros compostos
antibacterianos, como lisozima. (B) Bactérias Gram-negativas: lactoferrina pode ligar-se ao
lipopolissacarideo A (LPs), causando a liberagcdo lipidica, com conseqiente dano a

membrana celular. Adaptada deGonzalez-Chavez et al., (2009).
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Segundo Hammerschmidt et al., (1999) a atividade bactericida estd relacionada
diretamente com a porcdo N-terminal da proteina, que possui elevadas concentracdes de
peptideos carregados positivamente, capazes de desestabilizar membranas bacterianas carregadas
negativamente. O potencial catibnico da lactoferrina permite sua interacdo por atracdo
eletrostatica com as cargas negativas de componentes da membrana externa, induzindo a
liberacdo de moléculas presentes nestas membranas e, levando a desestabilizacdo e consequente
perda de permeabilidade, que culmina com a lise da bactéria (Sallmann et al., 1999; Appelmelk
etal., 1994).

As diferencas existentes na composicdo da membrana plasmatica de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas tém implicacdes para um modo especifico de agdo antimicrobiana. As
bactérias Gram-negativas possuem estruturas mais complexas que as Gram-positivas, em funcéo
da presenca de uma membrana composta de lipopolissacarideos, fosfolipideos, lipoproteinas e
proteinas (Reyeset al., 2005).

Danos a membrana externa de bactérias Gram-negativas decorrem da interagdo com LPS,
pois o lobo N-terminal da lactoferrina tem interacdo entre LPs e cations (Ca™ e Mg™) causando
assim a liberacdo de LPs a partir da parede celular, ocasionando assim o aumento da
permeabilidade da membrana, ocasionando assim danos a bactéria (Gonzalez-Chavez et al.,
2009).

O mecanismo de acdo da lactoferrina contra bactérias Gram-positivas é baseado no seu
mecanismo de ligacdo, onde existe carga liquida positiva de moléculas aniénicas na superficie
bacteriana, tais como o acido lipoteicdico, que resulta em uma reducdo da carga negativa da
parede celular e favorecendo assim o contato entre lisozima e o peptidoglicano subjacente sobre a
qual exerce um efeito enzimético (Gonzalez-Chavez et al., 2009).

Serrano (2006) descreve que tanto em in vitro como in vivo a lactoferrina tem mostrado a
capacidade de impedir a fixacdo de determinadas bactérias na célula hospedeira, mecanismo este
que os estudos sugerem que pode estar relacionado as adesinas bacterianas, que impede a
interacdo com receptores das células hospedeiras.

Recentemente, tem sido demonstrado que o papel antimicrobiano da lactoferrina pode ser
mais complexo, pois pode aumentar as moléculas de lipopolissacarideos das células bacterianas,

assim, sensibilizando os microrganismos aos antibioticos e a acdo da lisozima, que atua
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especificamente sobre a bactéria, clivando o peptoglicano de sua parede e potencializando a a¢do
da IgA e do complemento (Grassi et al., 2001).

1.5 S. pneumoniae, Lactoferrina e PSpA

Foi demonstrado que S. pneumoniae é capaz de ligar-se a lactoferrina humana, e que o
receptor bacteriano responsavel pela ligacdo é a proteina PspA (Hammerschmidt et al., 1999).
Inicialmente foi sugerido que o pneumococo utilizaria holo-lactoferrina (HLF) como fonte de
ferro; estudos posteriores, porém, demonstraram que esta bactéria ndo consegue sequestrar ferro
ligado a HLF (Tai et al., 1993).

Foi proposto entdo que PspA atuaria sobre a acdo bactericida direta de ALF, o que foi
comprovado pela observacdo de que pneumococos PSpA negativos sdo mais sensiveis a morte
por ALF do que aqueles contendo PspA (Hakansson et al., 2001).

Hakansson et al., (2001) demonstraram o dominio de ligacdo & ALF em PspA esta
localizado na regido de o-hélice, e corresponde aos aminoacidos 168-288 da molécula de PspA
da cepa Rx1 (Figura 3-C). Posteriormente Shaper et al., (2004) identificaram um peptideo de 11
aminoacidos localizado no final da regido B — peptideo SM-1 — presente em todos os clados de
PspA e responsavel pela ligacdo a ALF.

Foi obtida a estrutura cristalizada de um complexo formado pelo dominio de ligacdo a
ALF de PspA (correspondente aos aminoacidos 168-288 de Rx1) e o lobo N da ALF (Senkovich
et al., 2007); esta estrutura revelou a presenca de interacGes especificas entre a superficie
negativa das hélices de PspA e o peptideo catidnico lactoferricina (LFN), presente no lobo N. A
capacidade de PspA em reconhecer LFN ligada a lactoferrina sugere que esta proteina
pneumocdcica previne o acesso de proteases que fariam a clivagem do lobo N, inibindo a
liberacdo do peptideo bactericida LFN. Como PspA também é capaz de reconhecer LFN livre,
pode-se inferir que mesmo apos a protedlise da ALF e liberacdo de LFN, PspA ainda é capaz de
prevenir a morte de pneumococos, blogueando o acesso deste peptideo a membrana plasmatica
da bactéria (Hakansson et al., 2001).

Foi demonstrado também que a adicdo de PspA recombinante reduz os efeitos
bactericidas da ALF sobre o pneumococo, possivelmente porque a ligacdo entre PspA e

lactoferrina previne a proteolise deste ultima e a conseqlente inser¢do das lactoferricinas na
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membrana bacteriana (Shaper et al, 2005). De forma contréria ao observado com as PspAs
recombinantes, a presenca de anticorpos anti-PspA potencializa o efeito bactericida da ALF sobre
S. pneumoniae (Shaper et al., 2004); essa acdo possivelmente se deve ao bloqueio, pelos
anticorpos, do sitio de PspA responsavel pela interacdo com a lactoferrina, permitindo que haja
producéo de lactoferricinas e sua acdo sobre a superficie de bactéria.

Uma vez que todas as doencas pneumocécicas sdo precedidas pela colonizacdo da
nasofaringe, a compreensdo dos mecanismos responsaveis pela eliminacdo do patdgeno neste
sitio podera contribuir para o desenvolvimento de vacinas eficazes e abrangentes. Devido ao
importante papel da lactoferrina na imunidade das mucosas, a investigagdo da amplitude e dos
efeitos de sua interagdo com o pneumococo fornecera pistas sobre uma possivel prevencdo do
processo de colonizacdo. Considerando que PspA é a molécula responsavel pela inibicdo da acdo
litica da lactoferrina sobre o pneumocco, a imunizagdo com PspA poderia induzir prote¢do ndo
apenas contra doenca invasiva, mas também contra colonizacdo, através da ativacdo dos
mecanismos de “clearance” mediados por ALF. Devido a variabilidade estrutural e sorolégica de
PspA, no entanto, € necessario analisar qual/quais fragmentos de PspA sdo capazes de interagir
de forma eficiente com a lactoferrina. Assim, o presente estudo prop6s a investigacdo da
habilidade de anticorpos contra diferentes fragmentos recombinantes de PspA em potencializar a

acdo bactericida de ALF sobre a bactéria.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar as interacdes entre S. pneumoniae, PSpA e lactoferrina humana in vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o grau de susceptibilidde de pneumococos de diferentes sorotipos e PspAs a acdo
da ALF in vitro;

e Estudar o papel dos anticorpos anti-PSpA na agdo bactericida de ALF sobre diferentes

isolados S. pneumoniae;

e Auvaliar a reatividade cruzada dos anticorpos e proteinas recombinantes na acao da ALF,

utilizando PspAs de familias distintas.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo comité de ética em Pesquisa Animal de
Universidade Sdo Francisco (Anexo I1). Foram utilizados 30 camundongos BALB/c fémeas, com
idade entre 5 e 7 semanas no inicio do experimento. Os animais, provenientes do CEMIB
(Unicamp) foram alojados em gaiolas contendo 6 animais cada, e mantidos em regime de &gua e
racdo ad libitum. Ao término do experimento, os animais foram sacrificados por deslocamento

cervical.

3.2 Esquema de imunizag¢do com PspA

Para a imunizagdo dos animais, foram utilizados fragmentos recombinantes de PspAs de

diferentes clados e familias, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1. Fragmentos de PspA utilizados neste estudo.

Fragmentos Clado de PspA | Regido da PspA Referéncias

PspA245 1 ABC Goulart et al., 2011

PspA94 2 ABC Goulart et al., 2011

PspA3 3 ABC Darrieux, 2007

MBpro 1 Trés regibes C fusionadas ao | Darrieux, 2007
peptideo SM-1

Os camundongos foram divididos em 5 grupos, conforme o antigeno vacinal, a seguir:

Grupo 1: Controle negativo. Injetados com Alum
Grupo 2: PspA 245
Grupo 3: PspA 94
Grupo 4: PspA 3
Grupo 5: MBpro
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Todos os grupos foram imunizados pela via intraperitoneal (ip) com 3 doses das proteinas
recombinantes (sendo 5ug/animal/dose), utilizando-se 50ug de Alum como adjuvante. O volume
final de cada imunizacdo foi de 500uL, diluidos em solucdo salina estéril. As doses foram
aplicadas em intervalos de 15 dias. Dez dias apds a ultima imunizagdo, foram coletados 200uL de
sangue por puncao retro-orbital de cada animal. Apds a coleta, o0 sangue dos animais foi incubado
a 4°C durante 16 horas, para melhor separacdo das fracdes. O material foi centrifugado a 500¢
durante 10 minutos, e o plasma coletado com auxilio de uma pipeta e armazenado a -20°C até o
momento da dosagem dos anticorpos.

3.3 Dosagem dos anticorpos anti-PspA no sangue dos camundongos imunizados

A presenca de anticorpos anti-PspA nos diferentes grupos imunizados foi determinada por
ELISA contra as proteinas recombinantes. As placas foram inicialmente incubadas com as
proteinas diluidas em tampdo Carbonato-Bicarbonato 50 mM, pH=9,6 (1 ug/ml) e permaneceram
a 4 °C durante 16 h. Nos pocos onde seria feita a curva, foi colocado o anticorpo IgG total
(padrdo), fazendo dilui¢Bes seriadas no mesmo tampdo carbonato-bicarbonato, iniciando a curva
pela concentracao de 2pg/ml. Apds esse periodo, as placas foram incubadas por 30 mina 37 °C e
lavadas 3 vezes com PBS (Solucdo salina tamponada) (pH 7,2) + Tween 20 (0,05%) — PBS-T. O
bloqueio foi realizado com leite desnatado 10% em PBS (200 pL/pogo), a 37°C por 30 min,
seguido por 3 lavagens em PBS-T. O soro obtido dos camundongos imunizados foi adicionado
em dilui¢gdes sequenciais em PBS/BSA 1% (100 uL/ pogo) e incubado a 37 °C durante 1 h. Mais
3 lavagens foram realizadas com PBS-T, e o anticorpo (goat anti-mouse IgG total-Sigma) diluido
em PBS/BSA para uma concentragdo de 1:10000, foi adicionado (100 uL/pogo). Apds 1 hora de
incubacdo, as placas foram novamente lavadas 3 vezes, e 0 conjugado (anti-lgG de camundongo
peroxidase — Sigma) diluido em PBS/BSA para uma concentracdo de 1:20000, foi
adicionado(100 uL/po¢o). Ap6s 1 hora de incubacgdo, as placas foram novamente lavadas 3 vezes,
e o substrato (0,4 mg/mL de O-fenilenediamina (OPD) em 10 mL de tampdo citrato de sddio 0,1
M, pH 5,0 e 10 pL de H202), adicionado (100 pL/pogo). Ap6s 10 min de incubagdo no escuro, a
reacdo foi bloqueada com H2SO4 4 M (50 uL/poco) e a absorbancia das amostras a 492 nm foi
determinada. As concentracfes dos anticorpos foram determinadas pela correlagdo com a curva
padréo gerada a partir da dilui¢do de 1gG total.

20



3.4 Avaliacéo do efeito bactericida da lactoferrina livre de ferro (ALF) sobre diferentes

isolados de pneumococo

O efeito bactericida de ALF sobre pneumococos foi avaliado utilizando-se o protocolo
descrito por Shaperet al (2002). Inicialmente os diversos isolados de pneumococos (Tabela 2)
foram retirados de uma temperatura de -80°C, onde foram descongelados em temperatura
ambiente e plaqueados (20ul de cada amostra) em meio Agar sangue, onde posteriormente foi
realizado incubacdo por 24 horas a 37°C em anaerobiose. No dia seguinte as colnias bacterianas
foram transferidas para um tubo de ensaio com auxilio de um “swabs” onde havia 5Sml de meio
THY (Meio Todd-Hewitt acrescido de extrato de levedura), até atingir DOgoonm entre 0.4 e 05.
ApoOs esta etapa do experimento, um novo tubo de ensaio foi preparado com 5ml de meio THY
(Meio Todd-Hewitt acrescido de extrato de levedura) associado a 100ul do cultivo bacteriano
realizado anteriormente. Cultivos em meio THY (Meio Todd-Hewitt acrescido de extrato de
levedura) foram realizados até DOggonm entre 0.1 e 0.2. Ap0s atingir DO desejavel, 1ml de cada
cultivo foi centrifugado a 8.000 rpm/min por 10 minutos e descartado o sobrenadante, no qual foi
adicionado 1ml de solucgéo salina. Nova centrifugacgéo foi realizada e por fim adicionado 1ml de
tampéo de lactoferrina com pH = 7.2 (150mM NaCl, 1ImM MgClI. 50uM CaCl e ImM K,PO,) a
cada amostra e incubados na presenca de ALF (lactoferrina) em diferentes concentragdes durante
uma hora a 37°C. Em seguida, foram realizadas 06 diluicGes seriadas de cada amostra, e uma
aliquota de 10puL de cada dilui¢do foi plaqueada em meio de Agar sangue e incubada por 24

horas a 37°C, em anaerobiose para contagem das col6nias bacterianas.

Tabela 2. Isolados de pneumococos utilizados neste estudo.

Isolados Sorotipos PspA (clado) Fontes

245/00 14 1 Inst Adolpho Lutz
AB66.1 3 2 UAB

94/00 19F 2 Inst Adolpho Lutz
3JYP2670 3 4 UAB

21




3.5 Avaliacédo do efeito dos anticorpos anti-PspA na acéo bactericida de ALF sobre S.

pneumoniae

Para avaliacdo do papel dos anticorpos anti-PspA na acdo de ALF, foi repetido o
protocolo descrito acima, porém adicionando-se as amostras soro (4ul de cada amostra) dos
animais imunizados com as proteinas recombinantes em uma concentragdo final de 1%. Como

controle, utilizou-se soro de animais imunizados com Alum.
3.6 Andlise estatistica
As comparacdes entre os grupos foram realizadas pelo analise de variaveis Anova, e

posteriormente foi usado Tuckey para analisar as variaveis entre os grupos. O software utilizado

para analise foi o GraphPad Prism 5.
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4. RESULTADOS
4.1 Avaliagdo da producéo de anticorpos anti-PspA em camundongos

Como pode ser observado na figura 06, a imunizacdo com a porcdo N-terminal de
PspA245 (clado 1) induziu elevados niveis de anticorpos contra PspAs de familia 1 (PspA245),
enguanto o recohecimento de PspA de familia 2 (clado 3) nédo foi diferente do grupo controle
negativo (grupo Alum). PspA 94, por outro lado, induziu niveis significativos de anticorpos
capazes de reconhecer cruzadamente PspA 3, comparaveis ao reconhecimento de PspAs de
familia 1, com sequéncias mais similares (p<0,05 comparado ao controle negativo). Nenhum dos
fragmentos contendo a regido N-terminal de PspA foi capaz de induzir niveis significativos de
anticorpos contra a regido conservada C (representada pelo fragmento MBpro, que contém 3
regidbes C fusionadas). Por outro lado, o fragmento MBpro induziu anticorpos capazes de

reconhecer a por¢ao N-terminal de PspAs da familia 1 (p<0,05), mas ndo da familia 2 (PspA3).
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Figura 06. Dosagem dos anticorpos produzidos em camundongo pela imunizagdo com
fragmentos recombinantes de PspA. Soro de animais injetados com trés doses de Alum,
PspA245, PspA94, PspA3 ou MBpro, foram analisados por ELISA contra cada proteina
recombinante. As barras indicam a concentracdo de anticorpos em cada grupo, reativos contra as

diferentes proteinas recombinantes. *p<0,05 em comparac¢ao ao grupo controle (soro alum).
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4.2 Determinacdo do efeito bactericida da ALF sobre diferentes isolados de S.

pneumoniae
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Figura 07. Efeito bactericida de ALF sobre o Isolado St 245/00,
PspA clado 1. Os cultivos foram incubados na presenca de 250mM ou
500mM de ALF por uma hora, diluidos e plaqueados. O nimero de

bactérias que sobreviveram ao tratamento é mostrado para cada grupo.

A figura 07 mostra os resultados do tratamento do isolado St 245/00 com duas
concentragGes de ALF. Pode-se observar um ndmero maior de bactérias no grupo tratado com
ALF em relacdo ao controle, indicando que este isolado bacteriano ndo se mostrou susceptivel a

acao bactericida de ALF em nenhuma das concentracdes testadas.
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Figura 8. Efeito bactericida de ALF sobre o Isolado A66.1, PspA
clado 2. Os cultivos foram incubados na presenca de 250mM ou 500mM

de ALF por uma hora, diluidos e plaqueados.*p<0,05 em comparacao
com o grupo controle (sem ALF).

A figura 8 mostra os resultados do tratamento da bactéria A66.1 com ALF. Neste isolado,
apenas a menor concentracdo de ALF apresentou efeito bactericida (p<0,05) quando comparada

com o controle, sugerindo que o0 aumento na concentracdo de ALF pode ter efeito inibitorio sobre
sua acdo litica.
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Figura 9. Efeito bactericida de ALF sobre o Isolado 94/00, PspA clado 2.
Os cultivos foram incubados na presenca de 250mM ou 500mM de ALF por
uma hora, diluidos e plaqueados.*p<0,05 em comparacdo com 0 grupo

controle (sem ALF).

A figura 9 demonstra os resultados do tratamento do isolado 94/00 com ALF. Em
contraste ao observado para o isolado St 245/00 (onde n&o houve lise pela ALF) e para A66.1
(onde apenas a menor concentracdo de ALF foi eficaz em promover a lise bacteriana), neste
isolado foi verificada uma reducdo significativa no nimero de bactérias apds o tratamento com as
duas doses de ALF testadas. No entanto, os niveis de reducdo das bactérias foram semelhantes

nos dois grupos tratados, indicando que o efeito ndo foi dependente da dose de ALF utilizada.
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Figura 10. Efeito bactericida da ALF sobre o Isolado 3JYP2670,
PspA clado 4. Os cultivos foram incubados na presenga de 250mM ou
500mM de ALF por uma hora, diluidos e plaqueados.*p<0,05 em

comparagdo com o grupo controle (sem ALF).

Analisando-se afigura 10, é possivel verificar que as duas concentracGes de ALF foram
capazes de reduzir significativamente (p<0,05) o nimero de pneumocococos, confirmando assim
a acdo bactericida da ALF sobre S. pneumoniae. Conforme observado para o isolado 94/00, nao
houve diferenca significativa entre as duas concentracdes de ALFanalisadas.

Em conjunto, os resultados indicaram uma variagdo na susceptibilidade de diferentes
isolados de S. pneumoniae a acdo bactericida de ALF in vitro, sendo assim essencial ajustar o
melhor percentual (250 ou 500 pg/ml) de ALF utilizado para cada isolado bacteriano. A bactéria
St 245/00 mostrou-se a mais resistente entre os isolados testados, ndo havendo lise por ALF em
nenhuma das concentragdes utilizadas; os isolados A66.1, St 94/00 e 3JYP2670 foram sensiveis a
menor concentracdo de ALF, que foi portanto selecionada para a analise do efeito dos anticorpos

anti-PspA.
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4.3 Efeito de soros anti-PspA na morte de S. pneumoniae induzida por ALF

Uma vez determinada a susceptibilidade de cada isolado de pneumococo ao efeito litico
da ALF, foi avaliada a contribuicdo dos anticorpos anti-PSpA neste mecanismo. Os isolados de
pneumococo A66.1 e 3JYP2670 foram incubados na presenca de ALF 250mM e de soro de
camundongos imunizados com fragmentos recombinantes de PspA94, PspA3 e MBpro (Soros
anti-PspA).Como controle foi utilizado soro de animais imunizados com alum. O numero de
bactérias vidveis ap6s tratamento foi calculado para cada grupo, e os resultados sdo mostrados

nas figurasll e 12.

—h bk
oo [ B %
L 1 1

N° de bactérias x 10°

n
o

S
<° & F @Q‘ﬂ
& = 'CS@
< s w ©
Figura 11. Efeito de soros contendo anticorpos anti-PspA na
morte de S. pneumoniae A66.1 induzida por ALF. Os cultivos
foram incubados na presenca de 250mM de ALF e 1% de soro dos
animais imunizados com as diferentes proteinas recombinantes por
uma hora, diluidos e plaqueados. As barras representam o nimero de

UFCs em cada grupo ap6s o tratamento.
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Analisando-se a figura 11, embora seja possivel observar uma tendéncia de reducdo no
numero de bactérias apds incubacdo na presenca dos anticorpos anti-PspA3 e anti-MBpro, nédo
houve diferencas significativas em relacdo ao grupo controle. Em contraste, para a bactéria
3JYP2670 (Figura 12), os anticorpos anti-PspA foram capazes de aumentar significativamente a
acao bactericida da ALF (p<0,05 para anti-PspA94; p<0,01 para anti-PspA3 e anti-MBpro). N&o

houve diferencas entre os diferentes anticorpos.
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Figura 12. Efeito de soros anti-PspA na morte de S. pneumoniae
3JYP2670 induzida por ALF. Os cultivos foram incubados na
presenca de 250mM de ALF e 1% de soro dos animais imunizados
com as diferentes proteinas recombinantes por uma hora, diluidos e
plaqueados. As barras representam o ndmero de UFCs em cada
grupo apés o tratamento.*p<0,05, **p<0,01 em comparagdo com 0
grupo controle (tratado com ALF e soro da animais imunizados com

Alum, aqui denominado soro salina).
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5. DISCUSSAO

A proteina de superficie de pneumococo A (PspA) é um importante candidato vacinal
contra Streptococcus pneumoniae, e tem se mostrado protetora em diferentes modelos animais
(Briles et al., 2000a; Garcia-Suérez et al., 2006), tendo sido inclusive utilizada com sucesso em
um ensaio clinico de fase 1 em humanos (Briles et al., 2000b).

Em particular, a regido N-terminal da molécula concentra a maior parte dos epitopos
protetores, e esta relacionada as suas propriedades anti-complementares. No entanto, a elevada
variabilidade estrutural da proteina PSpA torna necessaria uma avaliagdo aprofundada do grau de
reconhecimento cruzado dentro desta familia de proteinas, a fim de se avaliar a cobertura de uma
vacina baseada em PspA (Darrieux, 2007). Dessa forma, o presente trabalho avaliou,
inicialmente, a reatividade cruzada entre anticorpos gerados pela imunizacdo de camundongos
com fragmentos recombinantes de PspAs dos clados 1, 2 e 3. Em geral, foi observada uma
correlacdo direta entre o grau de reatividade e a similaridade de sequéncia protéica (o fragmento
de PspA245 induziu anticorpos reativos contra familia 1, enquanto PspA3 induziu anticorpos
apenas contra a familia 2). O fragmento que inclui uma regido mais conservada de PspA, MBpro,
foi capaz de reconhecer PspAs de familia 1, mas ndo PspA3, fato este que gera uma suposic¢éo de
que n&o existiu inducdo de anticorpos contra PspA3 pelo fato desta regido ndo existir bloco
motor.

A reatividade cruzada entre PspAs de diferentes clados e familias tem sido objeto de
intenso estudo, com resultados varidveis. Dados recentes sugerem que o0 grau de reconhecimento
cruzado varia entre PspA da clados e familias diferentes (Darrieux et al., 2008, Moreno et al.,
2010), e dentro de um mesmo clado (Goulart et al., 2011). O estudo demostrou que mesmo com a
inclusdo de regides mais conservadas da molécula, como no hibrido MBpro, ndo foi possivel
obter elevado grau de reatividade cruzada, sugerindo a necessidade de se incluir mais de um
fragmento de PspA para ampliar sua cobertura.

Os pneumococos apresentam, no curso das infec¢Oes invasivas que provocam, um
fendmeno conhecido como variacdo de fase. Este consiste em alteracfes no padrdo de expresséo
de fatores de viruléncia quando o microrganismo passa da mucosa onde promoveu a colonizacao
inicial para os tecidos estéreis, como pulméo ou meninges. Um dos fatores que tem sua expressao

aumentada neste processo é PspA, e assim postulou-se que a principal funcdo desta proteina
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residiria na protegdo contra infeccdo sistémica. Uma série de trabalhos sustentam este modelo,
mostrando a elevada capacidade de PspA em inibir a deposicdo de complemento na superficie
bacteriana, um mecanismo eficiente de escape durante as infecc¢des invasivas (Ren et al., 2003;
Darrieux et al., 2008; Moreno et al.; 2010).

No entanto, um grupo crescente de trabalhos tem sugerido um possivel papel protetor de
PspA também nas fases iniciais da infeccdo. Em 2003, McCool et al. verificaram que, em um
modelo experimental de colonizacdo em individuos saudaveis, a resisténcia a colonizagédo
relacionava-se diretamente a presenca de anticorpos anti-PspA prévios nos pacientes, indicando
gque uma exposi¢do ao pneumococo induz anticorpos anti-PSpA que s@o protetores contra re-
infeccdo. Fato este que pode explicar as colocagdes da Organizacdo Mundial de Saude em 2003,
que as re-infeccbes causas por S. pnuemoniae tem se tornado cada dia mais resistente a
tratamento terapéutico.

Um estudo de outro grupo demonstrou que a imunizagdo com PspA co-administrada a
PsaA confere protecdo contra colonizacdo em camundongos (Briles et al., 2000c); de forma
semelhante, a imunizacdo intranasal com PspA e IL-12 reduziu o nimero de bactérias na mucosa
dos camundongos (Arulanandam et al., 2001).

Foi demonstrado que o pneumococo é capaz de ligar-se a lactoferrina, e que o receptor
bacteriano responsavel pela interacdo é PspA (Hammerschmidt et al., 1999). Inicialmente foi
sugerido que pneumococo utilizaria HLF como fonte de ferro; entretanto estudos posteriores
demonstraram que esta hipotese era inviavel, pois pneumococos ndo conseguiam sequestrar ferro
ligado & HLF (Tali, et al., 1993). Apo6s analise dos estudos iniciais, foi proposto que PspA atuaria
sobre a acdo bactericida direta de ALF, o que foi comprovado pela observacdo de que
pneumococos PSpA negativos sdo mais sensiveis a morte por ALF do que aqueles contendo PspA
(Hakansson, et al., 2001).

Devido ao importante papel da lactoferrina na imunidade de mucosas, foram investigados
os efeitos desta interacdo. Verificou-se que bactérias sem PspA séo susceptiveis a acdo litica da
lactoferrina livre de ferro, sugerindo um mecanismo de protecdo mediado por PSpA nas mucosas
(Hankansson, et al., 2001). Com base nestes resultados, o presente trabalho avaliou o potencial
bactericida de ALF sobre diferentes isolados de pneumococo, de sorotipos diferentes e portando
PspAs distintas. Foi verificada grande variacdo na resisténcia das bactérias a lise por ALF;
enquanto 3JYP2670 e St 94/00 foram bastante susceptiveis a acdo de ALF, St 245/00 foi
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altamente resistente. Uma sugestéo para esta variagdo pode ser o resultado de diferengas no tipo e
concentracdo de polissacarideos que compdem a capsula, bem como varia¢des na estrutura de
PspA, que refletem em sua capacidade de ligar-se a ALF. Variacbes na susceptibilidade de
pneumococos a ALF ja foram reportada em outros estudos (Shaper et al., 2004), e nao foi
observada nenhuma correlacao direta entre grau de susceptibilidade e tipo de capsula ou de PspA,
sendo neste estudo também avaliado diversas concentragdes de ALF em busca da melhor
concentragéo.

Finalmente, foi avaliado o potencial de anticorpos anti-PspA em aumentar a acdo litica de
ALF sobre pneumococos. Das duas bactérias testadas, em apenas uma (3JYP2670) Foi observada
uma reducdo significativa no nimero de UFC ap0s incubacdo com ALF e anticorpos. Entre 0s
diferentes soros avaliados, ndo houve diferencas na capacidade em aumentar a acdo de ALF.
Estes resultados indicam que a eficacia do soro anti-PspA em potencializar o efeito bactericida de
ALF sobre o pneumococo ndo depende da homologia entre a PspA indutora dos anticorpos e
aquela presente na superficie bacteriana. Uma vez que a regido de PSpA que interage com a
lactoferrina é conservada entre moléculas de diferentes clados e familias (Shaper et al., 2004), é
possivel que todos os fragmentos analisados tenham induzido anticorpos contra essa regiao, que
foram capazes de bloquear o sitio de interacdo de PspA com a ALF, permitindo assim a
protedlise desta Gltima, com liberacdo de peptideos de acdo litica e conseqliente morte da

bactéria.
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6. CONCLUSAO

e Fragmentos recombinantes contendo a por¢cdo N-terminal de PspAs de diferentes
clados e familias induziram a producdo de anticorpos com capacidades de
reconhecimento cruzado distintas, sendo que em geral, uma maior reatividade foi
observada entre moléculas de mesma familia;

e Um fragmento incluindo uma regido mais conservada de PspA, MBpro, induziu
anticorpos capazes de reconhecer moléculas de familia 1, mas ndo da familia 2;

e Diferentes isolados de pneumococo apresentaram elevada variabilidade no grau de
susceptibilidade a acdo litica da ALF;

e A adicdo de anticorpos anti-PspA foi capaz de aumentar os efeitos liticos de ALF
sobre um isolado de pneumococo, mas nédo sobre o outro;

e O potencial dos anticorpos anti-PspA em aumentar a lise bacteriana por ALF ndo é
dependente da homologia entre a PSpA presente na superficie do pneumococo e

aquela utilizada para producgéo do soro.
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Espectro de acdo anti-microbianada lactoferrina.

ANEXO |

Modo de Agéao

Bactérias Gram-

Positivas

Streptococcus mutans

Interacdo independente de Ferro com a

célula bacteriana.

Staphylococcus epidermidis

Interagdo com o Acido Lipotecdico na

superficie bacteriana.

Staphylococcus epidermidis

Impede a formacédo do biofilme através de

sequestro de Ferro.

Staphylococcus aureus

Aumenta fagocitose da bactéria in vitro

Clostridtum sp.

Haemophilus influenzae

Listeria monocytogenes

Micrococcus sp.

Bacillus stearothemophtlus

Bacillus subtilis

Bactérias Gram-

Negativas

Chlamydophila psittaci

Helicobacter felts

Helicobacter pylori

Legionella pneumophila

Vibrio cholerae

Haemophilus influenza

Altera a viruléncia bacteriana, degradando
IgAl e Hap.

Shigella flexneri

Destr6i o sistema secretor do tipo Il

bacteriano, degradando IpaB e IpaC.

Escherichia coli

Destroi o sistema secretor do tipo Il

bacteriano, degradando ESpA, EspB e
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EspC; altera permeabilidade da membrana
e libera LPS.

Salmonella typhimurium

Interacdo com a superficie bacteriana,
altera permeabilidade da membrana e
libera LPS.

Pseudomonas aeruginosa

Evita a formacdo de  biofilme
provavelmente através do seqlestro de

Ferro.

Burkholderia cepacia

Evita a formacdo de  biofilme
provavelmente através do sequestro de

Ferro.

Burkholderia cenocepacia

Evita a formacdo de  biofilme
provavelmente através do seqlestro de

Ferro.

Outras bactérias

Mycobacterium tuberculosis

Virus

Envelopados

Virus Herpes Simples

Tem como alvo a adsorcdo/entrada-
resultados contraditérios se ha efeito direto

na particula viral ou ndo.

Citomegalovirus

Tem como alvo a adsorcdo/entrada- sem

efeito na particula viral.

Vesicular stomatitis virus

Alta regulacdo da expresséo de interferon

ao/p dos macrdfagos.

Hepatite B Tem como alvo moléculas celulares-
interferindo na adeséo/entrada.

Hepatite C Tem como alvo o envelope protéico E1 e
E2- bloqueia entrada.

Hepatite G Desconhecido.

Virus humano da | Tem como alvo a alca V3 da proteina
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imunodeficiéncia

gp120 do envelope- bloqueia a adeséo a
CXCR4 ou CCRS.

Virus do Herpes felino tipo 1

Tem como alvo a adesdo/entrada.

Virus Sindbis

Tem como alvo a adsorcdo/entrada- sem

efeito na particula viral.

Virus da floresta Selmiki

Tem como alvo a adsorcao/entrada- sem

efeito na particula viral.

Virus respiratorio sincicial

Desconhecido.

Hantavirus Tem como alvo adsorgdo/entrada (nédo
sulfato de heparan)- sem efeito na particula
viral.

Virus Nao- = Rotavirus Interacdo viral- impede a hemaglutinacéo e
Envelopados adesdo a receptores celulares.

Poliovirus Tem como alvo adsorcdo viral/compete
pela interacdo com receptor viral.

Adenovirus Tem como alvo adsorcdo viral/ liga-se a

proteina viral Il e Illa.

Enterovirus (EVT71 e

Echovirus 6)

Tem como alvo adsorcédo viral- liga-se a
receptores celulares e a proteina VP1 da

superficie viral. Inibe apoptose.

Fungos

Leveduras

Candida

tropicalis,Candida

albicans,Candida

krusei,Candida

guilliermondii, Candida
parapsilosis, Candida
glabrata

Perturbacdo da parede celular

Aspergillus fumigatus

Sequestro de Ferro.
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outros
Microorganismos

Eucaridticos

Parasitas e | Plasmodium berghei

Tem como alvo a entrada da célula

hospedeira.

Pneumocystis carinii

Sequestro de Ferro.

Entamoeba histolytica

Provavelmente ligado ao seqlestro de

Ferro.

Babesia caballi

Sequestro de Ferro.

Adaptado de Jenssen e Hancock (2009) e Gonzalez-Chavez et al., (2009).
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ANEXO 11

| ¢)

= . UNIVERSIDADE
Comité de Etica em Pesquisa — CEP ¢ SAO FRANCISCO

Braganga Paulista, 18 de Margo de 2009.
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Projeto de Pesquisa: Vacinas anti- pneumocdcicas baseadas em PspA, Ply e OS:
Mecanismos de resposta imunolégica e protegdo contra sepse em camundongo.

Curso: Medicina
Autor(es): Prof. Dra. Michelle Bertoncini
Instituigdo: UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

Prezado(a)(s) Pesquisador(a)(s),

O Comité de Etica em Pesquisa — CEP, da Universidade S3o Francisco, analisou
expressamente no dia 17/03/2009 o projeto de pesquisa supracitado, sob a
responsabilidade de Vossa Senhoria. ’

Este Comité, acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte
resultado:

Parecer: Aprovado

Atenciosamente,

i PESUISHSIUSE
co

CAMPUS DE BRAGANGA PAULISTA Av. S3o Francisco de Assis, 218 - CEP 12916-900 Fone (11) 4034-8000 - FAX (11) 4034-1825
CAMPUS DE CAMPINAS Rua Waldemar César da Silveira, 105 - Cura D’Ars CEP 13045-270 (19) 3779-3300

CAMPUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13251-900 Fone (11) 4534-8000 - FAX (11) 4524-1933
CAMPUS DO PARI - SAO PAULO Rua Hannemann, 352 - Pari - CEP 03031-040 Fone (11)3315-2000 - FAX (11) 3315-2036
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